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摘要!以蚌肉为原料#采用优化酶解工艺制备蚌肉肽%以

螯合率为指标#对蚌肉肽的富锌工艺进行优化并评价其

溶液保肝作用%结果显示#蚌肉肽,锌的最佳螯合工艺

参数为螯合温度
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#螯合
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#蚌肉肽与锌溶液质

量浓度比
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"#螯合反应
#7?K

%该工艺条件下

螯合率为
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'制备的富锌蚌肉肽保肝作用显著#当

灌胃剂量为
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分别为!

#@!7$+e$7$%

"#!

!?+7#(e+7?!

"

>U

(

D

%

关键词!蚌肉肽'酶解'锌'螯合工艺'保肝作用
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蚌为软体动物门瓣鳃纲蚌科%多个品种能在淡水中

用于养殖生产珍珠&由于蚌肉蛋白呈角质化%不易嚼碎)

消化%因此在取珠后多被废弃%造成极大的资源浪费及环

境污染问题*

#T!

+

&河蚌肉蛋白质含量丰富)脂肪含量低%

含有较多的核黄素%具有解酒)保肝)提高免疫力等

功效*

%T?

+

&

刘仁平等*

(

+发现蚌肉可明显改善肝细胞的水样变和

脂肪变%阻遏炎性反应&民间自古就有-蚌肉煮水代茶饮

来解酒毒%保肝护肝.的习俗&锌被近代医学界)营养学

界喻为人体的-生命之花.%对人体中的脂肪)糖类和蛋白

质起调节作用*

$T+

+

&富锌蚌肉肽不仅能发挥蚌肉的保肝

护肝作用%且能作为补锌剂%提高锌元素的生物利用

率*

*

+

#"T#!

&目前研究*

#"T#!

+主要集中在采用超声波'微波

或高压脉冲电场辅助酶解蚌肉并对其工艺进行优化%在

蚌肉肽螯合微量元素及其保肝作用方面研究较少%刘佳

彤*

#%

+采用蚌肉酶解制得的氨基酸与蚌壳提取的可溶钙直

接螯合制备可食性氨基酸螯合钙$周龙*

*

+

#?T!#将蚌肉通过

蛋白酶水解成分子量较小的多肽分子%在一定条件下%与

无机锌盐络合产生多肽锌螯合物并制备了多肽锌制剂%

但均未涉及螯合物的药效作用&

试验拟以河蚌肉为原料%通过最佳酶解工艺制备活

性肽%再与微量元素锌相螯合%通过响应面法优化螯合工

艺得到富锌蚌肉肽并评价其保肝作用%旨在加大蚌肉的

深入开发研究%为蚌肉护肝制品的开发提供参考&
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材料与方法
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原料%动物与试剂

河蚌肉"浙江省诸暨市养殖场$

`S

小鼠"
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只%雌雄各半%济南朋悦实验动物繁育

有限公司$
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源叶生物科技有限公司$

其他试剂均为国产分析纯&
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仪器与设备

组织捣碎机"

&R'#

型%无锡沃信仪器有限公司$

胶体磨"

Ŝ'D?"

型%上海诺尼轻工机械有限公司$

立式压力蒸汽灭菌器"

D&)b'?"V_R

型%上海申安医

疗器械厂$

:

;

计"

V,'!"

型%梅特勒
T

托利多仪器有限公司$

离心机"

&J?'!

型%北京时代北利离心机有限公司$

冷冻干燥机"

Ŝ'D?"

型%北京博医康实验仪器有限

公司$

磁力搅拌器"

CD'+?'!

型%江苏金怡仪器科技有限

公司$

旋转蒸发器"

X'%"#

型%上海申顺生物科技有限公司&
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方法
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蚌肉肽的制备
!

将河蚌肉洗净%加入少量纯水用

组织捣碎机高速捣碎%加入适量的纯水使底物浓度为
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%胶体磨对其进行匀浆处理%煮沸
!"-/G

%进行高温

杀菌%待温度升至
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%调节
:
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至
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%分别加入质量分

数为
!7"Q

的碱性蛋白酶和胰蛋白酶!即加酶量占生药量

的百分比#酶解
%K

后%煮沸%高温灭酶
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%迅速冷却

至室温%于冰箱冷藏过夜%

@?""E

(

-/G
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%取上

清液%浓缩%
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预冷冻
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!或
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预冷冻
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#%冷

冻干燥%得蚌肉肽冻干粉&
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蚌肉肽'锌螯合单因素试验
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#混合均匀%螯合
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%螯合温度
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%分别螯

合反应
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%

#7"

%

#7?

%

!7"

%

!7?K

%考察螯合时间对螯合率的

影响&
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%螯合反应
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%考察螯合温度对螯合率的

影响&
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#蚌肉肽与锌溶液质量浓度比"将蚌肉肽与锌溶液

分别按质量浓度比
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察蚌肉肽与锌溶液质量浓度比对螯合率的影响&
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对螯合率的

影响&
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蚌肉肽'锌螯合响应面优化试验
!

在单因素试验

基础上%选取螯合时间)螯合温度)蚌肉肽与锌溶液质量

比及
:

;

值为因素%以螯合率为响应值%采用四因素三水

平进行响应面分析试验&
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螯合率的测定
!

采用乙二胺四乙酸!
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#络合

滴定法*
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保肝作用研究
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#小鼠
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急性肝损伤模型的建立"根据文献
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+%将
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小鼠随机分成
$

组%每组
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只%分别为正常

对照组)
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@

模型组)蚌肉肽组)富锌蚌肉肽低剂量组)富

锌蚌肉肽中剂量组)富锌蚌肉肽高剂量组)阳性对照水飞

蓟素组&各组均以小鼠标准饲料喂养%自由饮水%

!?\

下

适应
#

周后%正常对照组和
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剂量每天灌胃生理盐水
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剂量每天灌胃蚌肉肽样品
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次%富锌蚌肉肽低)中)高剂

量组分别按
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剂量每天灌胃富

锌蚌肉肽样品
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每天灌胃水飞蓟素
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次&灌胃
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后%正常对照组腹腔

注射
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剂量橄榄油%其余组注射体积分数

为
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'橄榄油溶液
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#生化指标检测"根据文献*
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+按试剂盒说明书方

法测定肝组织匀浆中
R<&

)

ZR;'=2

活力&

#7@
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数据分析

试验结果以!平均值
e

标准差#表示%采用
R=RR#*7"

统计软件进行方差分析%

=

$

"7"?

表示差异显著%

=

$

"7"#

表示差异极显著&
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结果与分析
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蚌肉肽)锌螯合工艺优化

!7#7#
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螯合时间对螯合率的影响
!

由图
#

可知%螯合率

随螯合反应的进行先快速增加后趋于平稳&可能是反应

前期肽与锌接触面积大%反应快%后期反应逐渐达饱和%

螯合率基本不变%因此最佳螯合时间为
!K

&
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螯合温度对螯合率的影响
!

由图
!

可知%螯合率

随螯合温度的升高先增加后减小%可能是温度过高%部分

螯合物不稳定*
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%故最佳螯合温度为
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蚌肉肽与锌溶液质量浓度比对螯合率的影响
!

由

图
%

可知%螯合率随蚌肉肽与锌溶液质量浓度比的增加先

增加后趋于平稳%可能是前期肽与锌溶液质量浓度比逐渐

增大有利于生成稳定的螯合物%螯合率增加%但蚌肉肽浓

图
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螯合时间对蚌肉肽,锌螯合的影响
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图
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螯合温度对蚌肉肽
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锌螯合的影响
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蚌肉肽与锌溶液质量浓度比对蚌肉肽,锌螯合的

影响
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度过大%溶解度降低%所以最佳质量浓度比为
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值对螯合率的影响
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由图
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可知%螯合率随
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的增加先增加后减少%
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为
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时可能接近螯合物

等电点%受酸碱影响较小*
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%螯合率最高&
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值对蚌肉肽
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锌螯合的影响
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蚌肉肽'锌螯合工艺响应面优化试验
!

根据
_92'

_FGKGAFG

中心组合试验设计原理进行优化试验%因素设

计及方案见表
#

%试验及结果见表
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%方差分析见表
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各因素与螯合率之间的多元二次响应面回归模型为"
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螯合工艺响应面试验水平编码表
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回归模型方差分析结果h
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由表
%

可知%模型
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$

"7"?

%表示该模型显著%各因素

中一次项
b

%

和二次项
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为极显著影响!

=
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#%二次项
b

!

#

为显著影响!

=

$

"7"?

#%影响螯合率的因

素主次顺序为蚌肉肽与锌溶液质量浓度比
%

螯合温度
%

:

;

%

螯合时间&

由图
?

可知%螯合温度与螯合时间两因素交互作用较

强%但由方差分析结果可知%两因素间交互作用对螯合率

影响并不显著$螯合温度与蚌肉肽与锌溶液质量浓度比两

因素交互作用较强%随着螯合温度和蚌肉肽与锌溶液质量

浓度比的增加%螯合率先增大后减小%与温度过高%螯合物

稳定性受影响有关$螯合温度与
:

;

两因素交互作用较强%

随着螯合温度和
:

;

的增加%螯合率先逐渐增大后减少%可

能是温度升高%螯合率增加过快%当温度过高时螯合反应

受限制$

:

;

与蚌肉肽与锌溶液质量浓度比两因素交互作

用较强%随着
:

;

和蚌肉肽与锌溶液质量浓度比的增加%螯

合率逐渐增大%进一步增加时%螯合率又减少&

!7#7(

!

最佳螯合工艺验证实验
!

经优化最佳螯合工艺

为"螯合温度
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;+7"

%蚌肉肽与锌溶液质量浓度比

!

#

#

!

4
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#%螯合反应
#7?K

%该条件下响应面分析预测

图
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!

不同螯合因素对蚌肉肽
T

锌螯合率影响的响应曲面
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螯合率为
?+7(#Q

%实测螯合率为
?+7??Q

!

1l%

#%相对误

差
$

?Q

%表明此模型可行有效&

!7!

!

保肝作用研究

由表
@

可知%与正常对照组相比%

CC0

@

模型组小鼠肝

组织中
R<&

活性)
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活性有极显著差异!

=
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#$与
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模型组相比%蚌肉肽组
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活性

显著升高!
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#%富锌蚌肉肽各剂量组
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活性均极显著升高!
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#%且呈剂量'效应关系%表

明蚌肉肽具有良好的保肝作用但作用较富锌蚌肉肽稍

差$与阳性对照组水飞蓟素组相比%灌胃高剂量组
R<&

)

ZR;'=2

活性相当%表明富锌蚌肉肽具有良好的保肝

效果&
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不同组别对
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肝损伤小鼠肝匀浆中
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的影响h
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结论
采用最佳酶解工艺制备出蚌肉肽%以螯合率为指标%

对蚌肉肽'锌螯合物的制备工艺进行了研究%通过单因

素试验及响应面试验优化%得出蚌肉肽'锌的最佳螯合

工艺参数为螯合温度
$"\

%

:

;+7"

%蚌肉肽与锌溶液质

量浓度比
!

#

#

!

4

(

-D

#%螯合反应
#7?K

%螯合率为

?+7??Q

&对小鼠
CC0

@

肝损伤模型进行药效学试验应用

研究可知%富锌蚌肉肽具有较好的保护肝脏作用&由于

时间限制%药效学跟踪还需进一步进行$富锌蚌肉肽稳定

性仍需进一步研究&
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